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1 UVOD 
 
1.1 REPROGRAMIRANJE CELIC 
 
Cilj celičnega reprogramiranja je preobraziti celice določenega tipa v drugega. Za slednje se 
uporablja genskegi inţeniring, ki nam z različnimi mehanizmi omogoča spremembo 
ekspresijskega profila celice in s tem preobrazbo celične funkcije. Med orodji so najbolj 
prepoznavni nukleaza s cinkovim prstom (ZFN), nukleaza efektorja, podobnega 
transkripcijskemu aktivatorju (TALEN) in sistem gruče enakomerno razporejenih kratkih 
palindromskih ponovitev v navezavi s CRISPR povezanim proteinom (CRISPR/Cas). Vsem je 
skupna DNA-vezavna domena, katere zaporedje lahko modeliramo in s tem določamo 
specifično mesto vezave nukleze. Poleg slednjega posedujejo tudi endonukleazno aktivnost, ki 
omogoča dvojni prelom verige DNA. Po prelomu se aktivira popravljalni mehanizem, ki dvojni 
prelom popravi preko nehomolognega zdruţevanja koncev (angl. non-homologous end joining; 
NHEJ) ali s homologno usmerjenim popravilom (angl. homology directed repair; HDR). 
Popravilo z NHEJ je nagnjeno k napakam, ki se odrazijo kot delecije, insercije ali substitucije, 
kar se s pridom uporablja za doseganje izbitja tarčnih genov. Z HDR pa lahko ob prisotnosti 
ustrezne donorske DNA doseţemo njeno insercijo med fragmenta preloma. Z dvema dvojnima 
prelomoma v neposredni bliţini lahko doseţemo tudi specifične delecije in inverzije (Uranov in 
sod., 2010). 
 
1.1.1 Nukleaza s cinkovim prstom 
 
ZFN je orodje genskega inţeniringa, ki ima sposobnost specifične cepitve DNA. Sestavljen je iz 
DNA-vezavne domene cinkovega prsta in nespecifične DNA-cepitvene domene, ki jo v večini 
primerov predstavlja endonukleaza FokI (Slika 1). Vezavna domena je sestavljena iz več 
cinkovih prstov (ZF) med katerimi vsak prepozna 3 točno določene nukleotide. Domena naj bi 
vsebovala od 3 do 6 ZF, saj so vsaj 3 ZF potrebni za zadostno afiniteto vezavne domene, z 
vsakim dodanim ZF pa se specifičnost vezave povečuje (Carroll, 2011). Metoda temelji na 
vezavi dveh ZFN kompleksov na DNA. Slednje je nujno za endonukleazno aktivnost saj je 
aktivnost FokI pogojena z njegovo dimerizacijo. Za dimerizacijo je potrebna pravilna orientacija 
vezanih ZFN kompleksov z dodanim vmesnikom (angl. spacer), ki omogočidimerizacijo. FokI 
cepi verigo v zaporedju vmesnika. Dokazali so, da lahko z mutacijo v FokI omejimo njegovo 
delovanje na heterodimerno obliko, ki znatno izboljša specifičnost cepitve DNA (Urnov in sod., 
2010). Problem, s katerim se srečujejo znanstveniki pri uporabi ZFN, je predvsem v 
specifičnosti cepitve. Dokazali so, da v primeru večjega obsega nespecifičnih cepitev, 
popravljani mehanizmi slednjega ne dohajajo, kar vodi celice v apoptozo (Alwin in sod., 2005). 
 
Slika 1: Struktura kompleksa ZFN (Urnov in sod., 2010: 638) 
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1.1.2 TALEN 
 
TALEN je sestavljen iz efektorja, podobnega transkripcijskemu aktivatorju (TALE), ki 
predstavlja DNA vezavno domeno, in nukleaze, ki omogoča restrikcijsko aktivnost (Nemudryi 
in sod., 2014). DNA vezavna domena je sestavljena iz monomerov, vsak monomer pa iz 34 
aminokislinskih ostankov. Ostanka na 12. in 13. mestu sta hipervariabilna in ju imenujemo RVD 
(angl. repeat variable diresidue). RVD določa nukleotid, na katerega se veţe TALE (Lamb in 
sod., 2013). Drugi aminokislinski ostanek v RVD določa nukleotid, prvi aminokislinski ostanek 
pa deluje stabilizacijsko (Streubel in sod., 2012). Aminokislinska zaporedja RVD in nukleotidi, 
na katere se veţejo, so danes znani, in tako lahko s sestavo monomerov določimo nukleotidno 
zaporedje na katerega se bo vezal TALE. Na 5' koncu proteina TALE se običajno nahaja 
nukleaza FokI, katere aktivnost je tako kot pri ZFN pogojena z dimerizacijo, pravilno orientacijo 
in dodanim vmesnikom. Prednost TALEN v primerjavi z ZFN je predvsem v enostavnejši 
zasnovi DNA-vezavne domene, saj vsak monomer definira en nukleotid in ne trije kot v primeru 
ZFN (Nemudryi in sod., 2014). 
 
1.1.3 CRISPR/Cas 
 
CRISPR/Cas je sistem bakterijske rezistence proti virusnim okuţbam (Barrangou in sod., 2007). 
Operon CRISPR-Cas vsebuje lokus CRISPR, ki je sestavljen iz vodilnega zaporedja, ki ji sledijo 
kratke ponovitve z vmesnimi distančniki. Distančniki so fragmenti tuje DNA, ki jih kompleks 
Cas1/Cas2 izreţe iz gostitelja in jo vstavi med kratke ponovitve na zaporedju CRISPR. Poleg 
lokusa CRISPR se nahaja skupina genov, ki kodirajo nukleaze Cas in imajo različne funkcije v 
mehanizmu rezistence (Makarova in sod., 2015). 
Ob vstopu tuje DNA se kratek fragment te DNA vstavi v lokus CRISPR in formira nov 
distančnik. Sledi transkripcija celotnega lokusa, katere produkt je nezrela crRNA (angl. pre-
RNA). Cas9 je protein z dvojno funkcijo, saj je udeleţen tako v procesiranje nezrele crRNA, kot 
tudi v končni interakcijo s tujo DNA. Za tvorbo zrele crRNA je nujna vezava tracrRNA na 
nezrelo crRNA in posledična tvorba dupleksa. Gostiteljeva RNaza 3 nato v prisotnosti proteina 
Cas9 cepi nezrelo crRNA na krajše, 39-45bp dolge verige, ki s tem postanejo zrele crRNA 
(Nemudryi in sod., 2014). Vsaka vsebuje zapis za en distančnik iz izvornega lokusa (Makarova 
in sod., 2006). crRNA s Cas9 tvori riboproteinski kompleks, ki se veţe na tujo DNA na mestu, 
ki je komplementarno zaporedju crRNA (Jinek in sod., 2012). Za uspešno vezavo je pomembna 
prisotnost proto-distančniku priključenega motiva (PAM), ki se nahaja tik ob zaporedju 
distančnika na tuji DNA (Mojica in sod., 2009). Ker je PAM prisoten le na tuji DNA in ne v 
lokusu CRISPR, je cepitev lastne DNA preprečena (Mali in sod., 2013). S prileganjem PAM in 
distančnika, riboproteinski kompleks izvrši dvojni zlom tuje DNA. 
 
1.1.4 dCas9 
 
dCas9 (angl. dead Cas9) je modifikacija proteina Cas9, ki ima z mutacijo v katalitični domeni 
odstranjeno restrikcijsko funkcijo. Kot tak lahko ob prisotnosti ustrezne enojne vodilne RNA 
(sgRNA), komplementarne promotorju tarčnega gena, prepreči vezavo RNA polimeraze 
gostitelja in posledično prepreči ekspresijo tarčnega gena (Bikard., 2013). sgRNA je umetno 
narejena himerna molekula, ki zdruţuje funkcijo crRNA in tracrRNA in poenostavi ter pospeši 
proces spreminjanja izraţanja gena (Brocken in sod., 2018). Inhibicijo ekspresije lahko 
doseţemo tudi s fuzijo transkripcijskega represorja Krüppel povezane škatle (KRAB) ali Sin3a 
interaktivne domene (SID) z dCas9. Nasprotno pa fuzija transkripcijskega aktivatorja kot je 
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virusni protein 64 (VP64) ali transkripcijskega faktorja p65 (p65) z dCas9 omogoča indukcijo 
ekspresije prej utišanih genov oz. zviša ekspresijo ţe aktivnih genov (Gilbert in sod., 2013). Z 
vezavo dCas9 in proteinskega kompleksa, kot sta ponavljajoč se peptidni niz (SunTag) in 
sinergistični mediator aktivacije (SAM), ki rekrutirata več transkripcijskih faktorjev  hkrati, 
doseţemo večjo učinkovitost faktorjev v primerjavi z direktno vezanimi transkripcijskimi 
faktorji (Tanenbaum in sod., 2014).  
 
1.1.4.1 Aktivator dCas9-VPR 
 
VPR je močan transkripcijski aktivator, ki je nastal s fuzijo treh aktivacijskih domen VP64, p65 
in Rta. Z vezavo VPR na C-terminalni del dCas9 pridobimo aktivacijski sistem, ki je zmoţen 
inducirati od 22- do 320-krat večjo ekspresijo genov v primerjavi z VP64. Z vnosom sgRNA v 
navezavi z dCas9-VPR lahko v evkariontskih celicah spreminjamo izraţanje genov in 
potencialno reprogramiramo celično funkcijo (Chavez in sod., 2015). 
 
1.1.4.2 Aktivator dCas9-SunTag 
 
SunTag je aktivacijski sistem, ki sestoji iz deaktiviranega Cas9 proteina in dolge polipeptidne 
verige vezane nanj. sgRNA vodi kompeks na tarčno mesto, čemur sledi tvorba riboproteinskega 
kompleksa. Z vnosom protiteles z vezanim transkripcijskim aktivatorjem VP64 pride do 
interakcije protiteles s peptidi na polipeptidni verigi. Z vezavo dodatnih transkripcijskih 
faktorjev je privabljanje transkripcijskih faktorjev ojačano in posledično tudi eskpresija gena 
(Tanenbaum in sod., 2014). 
 
1.1.4.3 Aktivator dCas9-SAM 
 
Sistem dCas9-SAM je nadgradnja obstoječega dCas9-VP64. Za aktivacijo ekspresije se uporabi 
sgRNA, ki ima dodana vezavna mesta za MS2 protein. Pri tvorbi kompleksa dCas9 z sgRNA se 
dodana vezavna mesta nahajajo izven kompleksa, kar omogoča vezavo dodatnih transkripcijskih 
faktorjev, ki interagirajo s transkripcijskim aktivatorjem VPR in tako ojačajo ekspresijo gena 
(Konermann in sod., 2015). Chavez in sod. (2016) so v primerjavi različnih transkripcijskih 
aktivatorjev dokazali, da SAM sistem daje stabilno, a ne večjo ekspresijo v primerjavi z SunTag 
in VPR sistemoma. 
 
1.2 REGULATORNI LIMFOCITI T 
 
Regulatorni limfociti T (TREG) so specializirana populacija limfocitov T, ki je vključena v 
uravnavanje imunskega odziva in v preprečevanje avtoimunskega odziva (Kondělková in sod., 
2010). Identifikacija TREG poteka s prepoznavanjem celičnih označevalcev alfa verige receptorja 
za interlevkin 2 (CD25) (Sakaguchi in sod., 1995) in proteina z viličasto glavo 1/3 (FOXP3), ki 
ju celice TREG izraţajo konstantno ne glede na stanje aktivacije (Hori in sod., 2003). CD25 je v 
vlogi celičnega označevalca TREG problematičen, saj ga izraţajo tudi aktivirani limfociti T in je 
lahko identifikacija laţno pozitivna (Li in sod., 2015). FOXP3 lahko v določenih okoliščinah 
izraţajo efektorski limfociti T, obenem pa je FOXP3 znotrajcelični protein  in je tako njegova 
detekcija oteţena (Kmieciak in sod., 2009). Alternativo predstavlja uporaba celičnih 
označevalcev kot sta označevalec pripadnosti 39 (CD39) in označevalec pripadnosti 73 (CD73), 
ki sta izraţena na površini celic in sta specifična za TREG (Borsellino in sod., 2007). 
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Diferenciacija v TREG poteka v timusu, kjer CD4
-
CD8
-
 limfociti T z interakcijo s stromalnimi 
celicami stene timusa pričnejo izraţati transkripcijski faktor FOXP3, ki je ključen za 
transformacijo v naravne TREG (nTREG) (Sakaguchi in sod., 2008). Diferenciacija v TREG lahko 
poteče v perifernih tkivih z indukcijo ekspresije FOXP3 v CD4+CD25- limfocitih T (Hori in 
sod., 2003). Slednje omogoča prisotnost transformirajočega rastnega faktorja β (TGF-β) in 
retinoične kisline (Coombes in sod., 2007). Prisotnost interlevkina (IL) 2 (IL-2) pri diferenciaciji 
ni pogoj, ima pa vpliv na višjo proliferacijo TREG in vzdrţnost ekspresije FOXP3 (Ziegler in 
sod., 2009). Tako nastale TREG imenujemo inducirani TREG (iTREG),ki se od nTREG razlikujejo v 
različno demetiliranem promotorju FOXP3 (Zheng in sod., 2010), prav tako pa iTREG v 
določenih okoliščinah izraţajo interferon gama (IFN-γ) in IL-17 (Ziegler in sod., 2009). Vsem 
TREG je skupna inhibicija transkripcije IL-2 z vezavo proteina FOXP3 na promotor IL-2. 
 
1.2.1 Mehanizmi regulatorne funkcije TREG 
 
Eden izmed načinov inhibicije aktiviranih limfocitov T je vezava citokina IL-2 iz okolja. Ob 
aktivaciji limfociti T pričnejo s sintezo IL-2 in izločanjem le tega v okolico. Vzporedno s tem se 
na površini prične izraţati receptor za interlevkin 2 (IL-2R), ki z vezavo IL-2 nadalje stimulira 
izraţanje IL-2R in proliferacijo limfocitov T. Poleg limfocitov T izraţajo IL-2R tudi TREG s to 
razliko, da je IL-2R, ki je izraţen na TREG, sestavljen iz vseh treh podenot in sicer alfa verige 
receptorja interlevkina 2 (IL-2Rα), beta verige receptorja interlevkina 2 (IL-2Rβ) in gama verige 
(γc). Zaradi te lastnosti lahko TREG veţe IL-2 z veliko večjo afiniteto v primerjavi z aktiviranimi 
limfociti T. Poleg vezave obstoječega IL-2 iz okolja, TREG inhibira izraţanje genov IL-2 v 
limfocitih T. Zniţanje koncentracije IL-2 v okolju vpliva na manjšo proliferacijo limfocitov T in 
posledično vodi v apoptozo. Dokazali so, da odstranitev IL-2 iz okolja v odsotnosti ostalih 
regulatornih mehanizmov TREG, nima tako velikega vpliva na inhibicijo proliferacije limfocitov 
T (Wang in sod., 2010). 
 
TREG izvaja svojo funkcijo tudi preko direktnega kontakta. Z aktivacijo TREG se citotoksičen, z 
limfociti T povezan antigen (CTLA4), iz intercelularnih veziklov transportira na površino celic 
(Egen in Allison, 2002). CTLA4 ima dva liganda, označevalec pripadnosti 80 (CD80) in 
označevalec pripadnosti 86 (CD86), ki se izraţata na antigen predstavitvenih celicah (APC). 
CD80 in CD86 sta tudi liganda za protein označevalca pripadnosti 28 (CD28), ki je izraţen na 
konvencionalnih celicah T (TCON) in TREG. CD28 je regulator imunskega odziva in stimulira 
proliferacijo z indukcijo sinteze citokinov IL-2, IL-4 in IL-10 (Keir in Sharpe, 2005). Poleg tega 
CD28 vpliva na zniţanje praga aktivacije limfocitov T pri stiku z APC (Iezzi in sod., 1998). 
CTLA4 in CD28 tekmujeta za interakcijo z ligandoma, pri čemer se CTLA4 veţe z večjo 
afiniteto in tako blokira povezavo CD28 s CD80 in CD86, kar se odrazi v zmanjšani aktivaciji in 
preţivelosti TCON (Walker in Sansom, 2011). Dokazali so, da z dodatkom fuzijskega proteina 
CTLA4–Ig, ki se veţe na liganda, preprečimo aktivacijo in preţivetje TCON (Grohmann in sod., 
2002). 
 
Z vezavo CTLA4 na liganda dendritičnih celic (DC) se v DC aktivira sinteza IFN-γ. Ta nato 
stimulira ekspresijo indolamin 2,3-dioksigenaze (IDO), ki sproţi sintezo apoptotičnih 
metabolitov (Slika 2). Ob interakciji DC s TCON apoptotični metaboliti povzročijo zmanjšanje 
proliferacije TCON (Munn in sod., 1999). 
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Slika 2: Kontaktna imunosupresija s CTLA4 (Walker in sod., 2010: 859) 
 
Ob aktivaciji TREG pričnejo s sintezo citokinov, med katerimi so najpomembnejši TGF-β, IL-10 
in IL-35. TGF-β ima vlogo v regulaciji pridobljenega imunskega odziva. Dokazano inhibira 
proliferacijo limfocitov B in limfocitov T. Proliferacijo limfocitov T inhibira z inhibicijo sinteze 
IL-2 v limfocitih T, tako davpliva na promotor gena za IL-2 (Brabletz in sod., 1993). Pokazali 
so, da z umetnim dodajanjem IL-2 lahko delno zmanjšamo inhibicijo proliferacije limfocitov T 
(Kehrl in sod., 1986). Poleg inhibicije proliferacije TGF-β zavira diferenciacijo limfocitov v 
celice T pomagalke 1 (Th1) in celice T pomagalke 2 (Th2) (Gorelik in Flavell, 2002). 
Diferenciacijo preprečuje z inhibicijo ekspresije transkripcijskega faktorja Tbet in GATA-
vezavnega proteina 3 (Gata-3), ki sta potrebna za diferenciacijo v Th1 oz. Th2 (Wan in Flavell, 
2008). Dokazano je bilo, da TGF-β nima vpliva na dokončno diferencirane Th2 celice, še vedno 
pa inhibitorno deluje na Th1 z inhibicijo izraţanja IL-2Rβ, kar je ključno za funkcijo Th1 
(Ludviksson in sod., 2000). TGF-β je ključen za indukcijo izraţanja FOXP3 v limfocitih T in za 
njihovo posledično pretvorbo v iTREG (Gray in sod., 1994). Pokazali so, da TGF-β ni ključen 
samo za indukcijo FOXP3 v iTREG, ampak tudi za vzdrţevanje ekspresije FOXP3 (Huber in sod., 
2004). 
 
TGF-β stimulira sintezo IL-10, ki podobno kot TGF-β zavira protivnetne odzive (Kitani in sod., 
2003). Z zniţevanjem ekspresije kostimulatornih molekul na APC zavira proliferacijo 
limfocitov T in sintezo vnetnih citokinov. S povišanjem ravni IL-10 se zviša tudi koncentracija 
regulatornih celic tipa 1 (Tr1) celic, ki sintetizirajo IL-10 in doprinesejo k še močnejšemu učinku 
IL-10 (Brockmann in sod., 2017).  
 
IL-35 glede na strukturo sodi v druţino citokinov interlevkinov 12 (IL-12). Sestavljen je iz 
podenot p35 in Ebi3, ki sta čezmerno izraţeni v TREG (Devergne in sod., 1997) . Z vezavo na 
receptor IL-35 inhibira proliferacijo celic CD4+, CD8+ in celic T pomagalk 17 (Th17). Pri 
slednjih skupinah celic so dokazali, da lahko z dodatkom rIL-35 inhibiramo proliferacijo in 
funkcijo celic (Olson in sod., 2013). Dokazano je bilo, da lahko IL-35 inducira spremembo TCON 
v celice iTr35, ki prav tako sintetizirajo IL-35, in tako še ojačajo supresivno funkcijo (Collison 
in sod., 2010). Izguba ekspresije IL-35 znatno zmanjša supresivno funkcijo TREG in vpliva na 
razvoj vnetnih stanj (Collison in sod., 2007). Opaţeno je bilo, da tumorske celice sintetizirajo 
IL-35, s čimer zmanjšujejo protitumorno delovanje limfocitov T z inhibicijo proliferacije 
omenjenih celic (Collison in sod., 2010). 
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Moţna pot regulacije je tudi ekspresija CD39 in CD73 na površini TREG. CD39 je ATPaza z 
ekstracelularnim delovanjem. TREG izraţa CD39 konstitutivno, a  je encimska aktivnost vezana 
na aktivacijo TREG. CD73 je 5'-nukleotidaza in je konstitutivno izraţen na TREG. Tekom 
vnetnega odziva je zaradi apoptoze okuţenih celic v okolju večja količina ATP. TREG preko 
aktivnosti CD39 hidrolizira ATP v AMP (Borsellino in sod., 2007). AMP predstavlja substrat za 
CD73 in ga pretvori v adenozin. Adenozin s svojo vezavo na adenozinske receptorje A1, A2A, 
A2B in A3 vpliva na cel spekter celic imunskega odziva. Vpliva na zmanjšanje proliferacije z 
inhibicijo sinteze IL-2 in z inhibicijo sinteze TNF-α vpliva na funkcijo makrofagov. Vpliva na 
zmanjšanje sinteze IL-12 in IFN-γ, kar zavre diferenciacijo naivnih limfocitov T v celice Th1 
(Kobie in sod., 2006). 
 
1.2.2 Ekspresijski profil regulatornih celic T 
 
1.2.2.1 FOXP3 
 
FOXP3 velja za glavnega regulatorja ekspresijskih poti, vključenih v diferenciacijo in delovanje 
TREG. Znanstveniki ocenjujejo, da direktno oz. indirektno uravnava pribliţno 700 genov (Zheng 
in sod., 2007). Okvara gena FOXP3 privede do pomanjkanja TREG in posledičnega razvoja 
avtoimunskih obolenj, kot je IPEX sindrom pri ljudeh (Bennett in sod., 2001). Transkripcija 
FOXP3 je regulirana na epigenetskem nivoju, s post translacijskimi modifikacijami pa je 
regulirana tudi stabilnost in sposobnost vezave proteina na DNA. 
 
FOXP3 lokus vsebuje 3 nekodirajoča zaporedja (CNS1, CNS2 in CNS3). CNS1 vsebuje 
vezavna mesta za jedrni faktor aktiviranih celic T (NFAT) in aktivacijski protein 1 (AP1). 
Pokazano je bilo, da odsotnost CNS1 pri nTREG ni imel vpliva na izraţanje FOXP3 (Zheng in 
sod., 2010). Nasprotno pa je odsotnost CNS1 pri iTREG onemogočila indukcijo ekspresije 
FOXP3. CNS2 vsebuje vezavno mesto kompleksa RUNX1-CBF-β. Vezava kompleksa je 
pogojena z demetilacijo vezavnega mesta. Tako demetilacija kot tudi vezava kompleksa sta  
ključni za vzdrţevanje ekspresije FOXP3 v TREG (Kitoh in sod., 2009). CNS3 z vezavo 
homodimera c-Rel vpliva na indukcijo izraţanja FOXP3 pri nTREG in iTREG. Dokazano je bilo, 
da odsotnost CNS3 v veliki meri vpliva na izgubo ekspresije FOXP3 (Long in sod., 2010). 
 
Tarča post translacijskih modifikacij so lizinski ostanki proteina FOXP3. Podvrţeni so 
acetilaciji in ubikvitinaciji. Pri indukciji izraţanja FOXP3 z TGF-β pride hkrati tudi do 
povečane acetilacije proteina, ki ojača njegovo vezavo na DNA (Samanta in sod., 2008). 
Acetiltransferaza p300 acetilacijo povečuje. Pokazali so, da inhibicija encima p300 privede do 
zmanjšanja acetilacije in posledično do manjše učinkovitosti TREG v mišjem modelu (Liu in 
sod., 2013). HDAC in SIRT sta lizin deacetilazi, ki zmanjšujeta acetilacijo, kar vpliva na 
funkcijo TREG. V poskusu so z izbitjem HDAC (de Zoeten in sod., 2010) in SIRT (Beier in sod., 
2011), povečali aktivnost TREG v in vitro pogojih. STUB1 stimulira formiranje poliubikvitinske 
verige, ki označi protein za razgradnjo s proteasomom. Dokazano je bilo, da odstranitev STUB1 
ojača funkcijo TREG in vitro in in vivo (Chen in sod., 2013). USP7 ima obratno funkcijo in 
zmanjšuje ubikvitinacijo proteina in s tem preprečuje razgradnjo proteina. Odstranitev USP7 se 
odraţa v slabši aktivnosti TREG (van Loosdregt in sod., 2013). Za fosforilacijo sta pomembni 
predvsem mesti SER418 in SER422 na C terminalnem delu DNA-vezavne domene proteina. 
Fosforilacija vpliva na močnejšo vezavo proteina na DNA in na večjo supresivno funkcijo TREG. 
TNF-α inducira sintezo proteinske fosfataze1 (PP1), ki defosforilira mesto SER418, kar se 
odraţa v zmanjšani jakosti vezave FOXP3 na DNA in posledično v slabši funkciji TREG (Nie in 
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sod., 2013). Fosforilacija mesta SER422 s PIM1 ima obraten učinek in zmanjšuje jakost vezave 
FOXP3 na DNA (Li in sod., 2014). V TREG se FOXP3 konstitutivno izraţa, kar so dokazali z 
vnosom gena GFP za promotorjem FOXP3 (Wan in Flavell, 2005). Ta kontinuiteta izraţanja je 
ključna za funkcijo TREG. Pokazali so, da sta CD25 in CLTA4 stimulirana ter, da je IL7R 
inhibiran ţe pred aktivacijo izraţanja FOXP3 v TREG, s stimulacijo preko TCR in citokinov 
(Gavin in sod., 2007). Konstitutivno izraţanje FOXP3 je potrebno za trajnost ekspresijskega 
profila TREG. Izguba ekspresije FOXP3 povzroči pretvorbo TREG v celice pomagalke, ki 
proizvajajo IFN-γ, IL-4 in IL-17 (Zhou in sod., 2009).   
 
1.2.2.2 IL-2 
 
Interlevkin 2 je citokin s pomembno signalno funkcijo v imunskem sistemu. Sintezo IL-2 vršijo 
limfociti T ob aktivaciji preko APC, ki sproţi transkripcijske faktorje NFAT, jedrni faktor κB 
(NF-κB) in AP-1, kateri s svojo vezavo v okolici promotorja IL-2 inducirajo sintezo (Rao in 
sod., 1997). Za zadostno transkripcijo IL-2 mora priti do interakcije CD28 z CD80/CD86. 
Slednja interakcija znatno okrepi aktivacijo NF-κB in AP-1 in posledično tudi transkripcijo IL-
2. V nasprotju s TCON je ekspresija IL-2 v TREG inhibirana. Povezava FOXP3 z NFAT in 
AML1/Runx1 v kompleks naj bi bila ključnega pomena za inhibicijo IL-2, saj v primeru 
odsotnosti ene od naštetih komponent, TREG popolnoma izgubijo svojo funkcijo (Ranger in sod., 
1998; Sakaguchi in sod., 2008). 
 
IL-2 je eden glavnih stimulatorjev proliferacije različnih celic imunskega sistema, vključno s 
TREG. Slednje je pomembno v regulaciji imunskega odziva, saj odsotnost aktivacije preko TCR 
ustavi sintezo IL-2 v limfocitih T, ki so posledično podvrţeni apoptozi, zaradi pomanjkanja IL-2 
(Wang in sod., 2010). Dokazano je bilo, da ima IL-2 vlogo v indukciji ekspresije liganda Fas, ki 
ob vezavi povzroči apoptozo aktiviranih limfocitov T (Pandiyan in sod., 2007). 
 
IL-2 je vključen v diferenciacijo naivnih limfocitov T v TREG. IL-2 zavira diferenciacijo v Th17 
z aktivacijo prenašalca signala in aktivatorja transkripcije 5 (STAT5), ki deluje inhibitorno naz 
retinoidi povezan receptor sirota gama (ROR-γ), kar je ključno za diferenciacijo (Burchill in 
sod., 2007). Tako kot pri ostalih celicah imunskega sistema je proliferacija TREG vezana na 
stimulacijo s strani IL-2, pomembna pa je tudi konstantna ekspresija FOXP3 in CD25 (Wang in 
sod., 2010). Setoguchi in sod. so z odstranitvijo IL-2 s specifičnimi protitelesi dosegli 
zmanjšanje celokupnega števila TREG (Setoguchi in sod., 2005). 
 
1.2.2.3 CTLA4 
 
CTLA4 je protein, ki se nahaja intercelularno, v veziklih limfocitov CD8
+
 in CD4
+
 (Linsley in 
sod., 1996). V limfocitih T se CTLA4 izrazi le ob aktivaciji preko APC v nasprotju s TREG, kjer 
je CTLA4 pod nadzorom FOXP3 in je njegovo izraţaje konsitutivno in aktivacija preko APC le 
ojača ekspresijo. Stimulacija preko TCR povzroči prenos CTLA4 iz intercelularnih veziklov na 
površino celice. Pri slednjem transportu se vzporedno konstantno vrši endocitoza in razgradnja 
proteina, zaradi česar se na površino celice prenese le manjši deleţ CTLA4(Egen, J. G. & 
Allison, J. P., 2002). Z ekspresijo CTLA4 na površini celice, je omogočena njegova funkcija, ki 
je bila ţe opisana v prejšnjem poglavju. Pri poskusu s TREG z izbitim CTLA4 genom, so 
dokazali slabšo funkcijo celic in posledično nakazali na pomembnost gena. Nasprotno pa vnos 
protiteles specifičnih za CTLA4 zviša proliferacijo TREG in povečanje njihovega skupnega 
števila(Manzotti in sod., 2002). Slednje je skladno z dejstvom, da CTLA4 preprečuje vezavo 
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CD28 z ligandoma CD80 in CD86 in je tako z odstranitvijo CTLA4 omogočena ko-stimulacija 
in posledično povišana proliferacija TREG. Zadnje raziskave kaţejo na povezavo med sintezo 
TGF-β v TREG in vezavo CTLA4 z CD80/CD86 na APC(Chen in sod., 1998). 
1.2.2.4 EOS 
 
Cinkov prst druţine Ikaros (EOS) je transkripcijski faktor v TREG in velja za označevlaski gen, 
saj je v TREG močno in konstantno izraţen (Rieder in sod., 2015). Pokazali so, da se stabilna 
ekspresija FOXP3 ujema z demetilacijo EOS promotorja (Ohkura in sod., 2012). V navezavi s 
FOXP3 deluje na utišanje določenih genov, kot sta IL-2 in IFN-γ, ter zagotavlmja stabilnost 
TREG. FOXP3 namreč ni sposoben privabljanja negativnih regulatorjev transkripcije in je zato 
potrebna interakcija z EOS(Pan in sod., 2009). Za učinkovito utišanje genov, se EOS veţe na N-
terminalno regijo 51 aminokislin. Po vezavi pride do vezave ko-represorja C-terminalnega-
vezavnega proteina 1 (CTBP1) in nastanka represorskega kompleksa, ki z epigenetskimi 
modifikacijami kromatinske strukture vpliva na utišanje tarčnega gena. Dokazali so, da delecija 
N-terminalne regije FOXP3 povzroči izgubo supresorske funkcije TREG. Izguba ekspresije EOS 
vpliva na izgubo supresije genov in posledično na izgubo TREG funkcije. Poleg izgube funkcije 
je bila dokazana tudi pretvorba TREG v efektorske limfocite T. Nasprotno EOS ne vpliva na od 
FOXP3 odvisno aktivacijo ekspresije ostalih genov v TREG. Slednje so dokazali z izbitjem EOS 
gena, kar ni imelo vpliva na raven ekspresije CTLA-4 in z glukokortikoini induciran TNFR 
soroden protein (GITR) (Pan in sod., 2009). 
 
1.2.2.5 CD25 
 
CD25 predstavlja enega glavnih označevalcev za identifikacijo TREG. Skupaj z IL-2Rβ in γc je 
del receptorja IL-2R. Zaradi kratkega citoplazemskega repa CD25 nima vloge pri celični 
signalizaciji (Hatakeyama in sod., 1986). V primerjavi z IL-2Rβ in γc ima CD25 najvišjo 
afiniteto vezave IL-2, kar je za preţivetje ključno, saj so TREG odvisni od vezave IL-2 iz okolja 
(Smith, 1989). Odsotnost ali zmanjšana ekspresija CD25 vpliva na zmanjšano proliferacijo in 
funkcijo TREG, saj je absorpcija IL-2 slabša (Willerford in sod., 1995). CD25 je na TREG 
konstantno izraţen, intenziteta izraţanja pa je odvisna od intenzitete izraţanja FOXP3. Dokazali 
so, da je CD25 bolj izraţen na nTREG, ki imajo višjo ekspresijo FOXP3 v primerjavi z iTREG, ki 
ima manjšo (Wang in sod., 2016). 
 
2  MATERIALI IN METODE 
 
Celice Jurkat smo inkubirali v gojišču RPMI z 10% FBS na 37oC pri 5% CO2. Iz gojišča smo 
odvzeli alikvot in z avtomatskim števcem celic Countess™ določili koncentracijo celic. Celice 
smo centrifugirali, odsesali gojišče in resuspendirali v fosfatnem pufru PBS. 
 
Za elektroporacijo smo celice centrifugirali in odstranili supernatant. Pelet celic smo 
resuspendirali v pufru R tako, da je bila končna koncentracija celic 106/100 μL. Vektorske 
kombinacije smo pripravili tako, da je bilo razmerje mas sgRNA in dCas-VPR enako 1 : 1. 
Skupna masa vektorske kombinacije je bila v našem poskusu 15μg. Vsaki vektorski kombinaciji 
(Preglednica 1) smo dodali 115μL celic. 
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Preglednica 1: Sestava kombinacij vektorjev 
Štev. 
vzorca 
Sestava kombinacije Masa komponent [μg] 
1 dCasVPR+ pcDNA3 7,5+ 7,5 
2 dCasVPR+ sgFOXP3-1+ sgFOXP3-14+ sgFOXP3-15+ 
sgFOXP3-17+ sgFOXP3-18 
7,5+ 1,5+1,5+1,5+1,5+1,5 
3 dCasVPR+ sgFOXP3-1+ sgFOXP3-14+ sgFOXP3-15+ 
sgFOXP3-17+ sgFOXP3-18+ sgCTLA-4 
7,5+ 0,8+ 0,8+0,8+ 0,8+ 0,8+ 3,5 
4 dCasVPR+ sgFOXP3-1+ sgFOXP3-14+ sgFOXP3-15+ 
sgFOXP3-17+ sgFOXP3-18+ sgEOS 
7,5+ 0,8+ 0,8+0,8+ 0,8+ 0,8+ 3,5 
5 dCasVPR+ sgFOXP3-1+ sgFOXP3-14+ sgFOXP3-15+ 
sgFOXP3-17+ sgFOXP3-18+ sgCTLA-4+ sgEOS 
7,5+ 0,1+ 0,1+ 0,1+ 0,1+ 0,1+ 3,5+ 3,5 
 
Za elektroporacijo smo uporabili elektroporator (Neon™ Transfection System, Invitrogen). V 
pipeto smo vnesli 100 μL prej pripravljene zmesi, in jo vstavili v napravo. Elektroporacijo smo 
izvedli s tremi pulzi, dolţine 10ms pri napetosti 1600V, po navodilih proizvajalca. Po opravljeni 
elektroporaciji smo vsebino nastavka pipete izpraznili v ploščo z 2mL ogretega gojišča. Celice 
smo inkubirali 48 ur pri 37
o
C z 5% CO2.  Po inkubaciji smo celice z gojiščem prenesli v 
centrifugirke. Celice smo centrifugirali in odstranili supernatant. Izolacijo RNA smo izvedli z 
uporabo kompleta reagentov »High Pure RNA Isolation Kit«(Roche) z modificiranim 
protokolom, ki ni vseboval odstranjevanja genomske DNA, ki smo gaizvedli naknadno z 
uporabo kompleta reagentov »DNase I, RNase-free« (Thermo Fisher). Po izolaciji in čiščenju 
smo določili koncentracijo RNA. Izolirano RNA smo pretvorili v cDNA z uporabo namenskega 
kompleta reagentov (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits, Applied Biosciences). 
cDNA smo shranili v zamrzovalniku na -15 do -25
oC. Za izvedbo qPCR smo cDNA redčili na 
koncentracijo 5ng cDNA/μL. Za pripravo umeritvene krivulje in določitev učinkovitosti 
pomnoţevanja smo zmešali po 2μL vsakega izmed redčenih vzorcev v eno mikrocentrifugirko. 
Mešanico smo serijsko redčili tako, da smo prvi vzorec redčili 5-krat, vsak naslednji vzorec pa 
2-krat. Pripravili smo izhodiščno zmes (Preglednica 1), ki je vključevala barvilo »Sybr mix« 
(Roche), specifične oligonukleotidne začetnike (Preglednica 2) in vodo. Zmes smo nanesli na 
ploščo s 384 luknjami in ji dodali 1 μL redčene cDNA.  
 
Preglednica 2: Izhodiščna zmes za pripravo qPCR reakcije 
Reagent Volumen [μL] 
2x Sybr mix 5,0 
Smerni oligonukelotidni začetniki 0,3 
Protismerni oligonukelotidni začetniki 0,3 
Destilirana voda 3,4 
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Preglednica 3: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov 
Pomnoţevani gen Usmerjenost Zaporedje 
GAPDH Smerni 
Protismerni 
5' TGCACCACCAACTGCTTAGC 3' 
5' GGCATGGACTGTGGTCATGAG 3' 
RPLA13 Smerni 
Protismerni 
5' GCCCTACGACAAGAAAAAGCG 3' 
5' TACTTCCAGCCAACCTCGTGA 3' 
FOXP3 Smerni 
Protismerni 
5' GCACCTTCCCAAATCCCAGT 3' 
5' GGCCACTTGCAGACACCA 3' 
IL2RA Smerni 
Protismerni 
5' GTGGGGACTGCTCACGTTC 3' 
5' CCCGCTTTTTATTCTGCGGAA 3' 
CTLA-4 Smerni 
Protismerni 
5' ACGGGACTCTACATCTGCAAGG 3' 
5' GGAGGAAGTCAGAATCTGGGCA 3' 
EOS Smerni 
Protismerni 
5' AAGTAGCGGGGACTCATCTCT 3' 
5' GCAGTCTGCTTGACTCCTCAT 3' 
CD4 Smerni 
Protismerni 
5' TGCCTCAGTATGCTGGCTCT 3' 
5' GAGACCTTTGCCTCCTTGTTC 3' 
 
Za izvedbo qPCR smo uporabili »ViiA 7 Real-Time PCR System« (Thermo Fisher) po našem 
temperaturnem profilu (Preglednica 4). 
 
Preglednica 4: Temperaturni profil kvantitativne PCR reakcije 
Stopnja Temperatura [
o
C] Čas Število ciklov 
Segrevanje 95 12 minut 1 
Denaturacija 95 15 sekund 40 
Naleganje 60 20 sekund 40 
Podaljševanje 72 20 sekund 40 
 
2.1 ANALIZA IN STATISTIČNA OBDELAVA REZULTATOV 
 
Za analizo rezultatov izvedenega kvantitativnega PCR smo uporabili logaritemsko 
transformacijo kot jo opisujejo Willems in sodelavci (Willems in sod., 2008), s čimer smo ţeleli 
zmanjšati variabilnost med biološkimi ponovitvami. Metodo smo delno prilagodili z uporabo 
metode po Pfafflu (Pfaffl, 2001) za izračun faktorja spremembe ekspresije. Slednje je bilo 
potrebno zaradi neidealne učinkovitosti pomnoţevanja oligonukleotidnih začetnikov. Rezultate 
smo na  grafih prikazali kot povprečje ponovitev, razlike med ponovitvami pa smo prikazali s 
standardno napako povprečja (SEM). 
  
Martinšek K. Optimizacija elektroporacije za aktivacijo genov vključenih v diferenciacijo regulatornih celic T. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
11 
 
3 REZULTATI 
 
3.1 PREVERJANJE USTREZNOSTI ELEKTROPORACIJSKIH POGOJEV 
 
Za vnos molekul smo uporabili metodo elektroporacije. Za preverjanje ustreznosti 
elektroporacijskih pogojev smo v celice vnesli plazmid z zapisom za protein GFP. 24 ur po 
elektroporaciji smo celice pogledali pod fluorescentnim mikroskopom (Slika 3). Iz slednjega 
smo lahko ocenili uspešnost elektroporacije, ki je bila pribliţno 40 % in smo nato prešli na 
analizo s kvantitativnim PCR celic z elektroporiranimi vektorskimi kombinacijami. 
 
 
Slika 3: Celice z zapisom za protein GFP pod flourescentnim mikroskopom 
 
3.2 DOLOČANJE UČINKOVITOSTI POMNOŢEVANJA 
 
Z uporabo redčitvene vrste mešanice cDNA vzorcev smo lahko pridobili vrednosti Ct, ki smo jih 
uporabili za izris umeritvene krivulje. Iz naklona krivulje smo določili učinkovitost 
pomnoţevanja, katerega idealna vrednost je E=2. Iz tabele (Preglednica 5) je razvidno, da 
učinkovitost pomnoţevanja v eksperimentu ni bila idealna. Zaradi slednjega smo za izračun 
spremembe izraţanja uporabili metodo z upoštevanjem učinkovitosti pomnoţevanja, ki jo je 
zasnoval M. Pfaffl (Pfaffl, 2001). 
 
Preglednica 5: Učinkovitost pomnoţevanja uporabljenih parov oligonukleotidnih začetnikov 
Gen R
2
 Naklon Učinkovitost pomnoţevanja 
GAPDH 0,996 -3,375 1,98 
RPLA13 0,991 -2,929 2,19 
FOXP3 0,942 -2,819 2,26 
IL-2R 0,861 -2,832 2,22 
CTLA4 0,725 -2,786 2,29 
EOS 0,711 -6,056 1,46 
CD4 0,93 -2,888 2,22 
 
3.3 IZRAŢANJA TARČNIH GENOV V CELICAH JURKAT OB PRISOTNOSTI 
RAZLIČNIH KOMBINACIJ VEKTORJEV 
 
V celice Jurkat smo z elektroporacijo vnesli plazmide z zapisi za dCas9-VPR in različne 
kombinacije sgRNA (Preglednica 1), s čimer smo ţeleli doseči aktivacijo ekspresije genov, ki so 
normalno visoko izraţeni v TREG. 
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3.3.1 Aktivacija ekspresije FOXP3 
 
Z grafa (Slika 4) je vidno, da vnos plazmidov vpliva na povišanje ekspresije FOXP3. Aktivacija 
gena je bila najmočnejša pri kombinaciji, ki je vsebovala sgRNA FOXP3 in sgRNA CTLA4 in 
je povzročila 665,1-kratno povišanje izraţanja tarčnega gena v primerjavi z vnosom praznega 
plazmida pcDNA3. Druga po jakosti izraţanja je bila kombinacija z sgRNA FOXP3 in sgRNA 
EOS, ki je vplivala na 255,8-kratno povečanje izraţanja Foxp3. Vnos sgRNA FOXP3 se je 
odrazil kot 46,1-kratno povečanje, vnos vseh treh tipov sgRNA pa kot 36,4-kratno povečanje 
ekspresije tarčnega gena. 
 
 
Slika 4: Povišanje izraţanja FOXP3 po elektroporaciji celic Jurkat z različnimi kombinacijami plazmidov 
 
3.3.2 Aktivacija ekspresije CD25 
 
Pri aktivacije ekspresije CD25 rezultati niso tako izraziti. Iz grafa (Slika 5) je razvidno, da enako 
kot pri analizi ekspresije FOXP3, najmočnejšo aktivacijo gena CD25 doseţemo s kombinacijo 
sgRNA FOXP3 in sgRNA CTLA4, ki povzroči 4,1-kratno povišanje ekspresije. Sledi 
kombinacija sgRNA FOXP3 in sgRNA EOS s katero smo dosegli 3,4-kratno povišanje 
ekspresije. Uporaba sgRNA FOXP3 je rezultirala v komaj zaznavnem, 1,3-kratnem povišanju 
ekspresije  CD25. Kombinacija, ki je vsebovala vse tri tipe sgRNA molekul je pokazala na 
zmanjšanje ekspresije, faktor spremembe je znašal 0,7 v primerjavi z negativno kontrolo. 
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Slika 5: Povišanje izraţanja CD25 po elektroporaciji celic Jurkat z različnimi kombinacijami plazmidov 
 
3.3.3 Aktivacija ekspresije CD4 
 
Aktivacija ekspresije CD4 ni izrazita. Vnos sgRNA za FOXP3 je povzročila 1,8-kratno 
povišanje ekspresije tarčnega gena. 1,6-kratno povečanje smo dosegli s kombinacijo sgRNA 
FOXP3 in sgRNA CTLA4. Pri kombinaciji sgRNA FOXP3 s sgRNA EOS je prišlo do 
zmanjšanja izraţanja in je faktor spremembe znašal 0,6. Izraţanje je bilo še dodatno zmanjšano 
pri kombinaciji sestavljeni iz vseh 3 tipov sgRNA molekul, kjer je faktor spremembe znašal 0,2 
v primerjavi z negativno kontrolo. 
 
 
Slika 6: Povišanje izraţanja CD4 po elektroporaciji celic Jurkat z različnimi kombinacijami plazmidov 
 
3.3.4 Aktivacija ekspresije CTLA4 in EOS 
 
Analize aktivacije ekspresije genov CTLA4 in EOS ni bilo moţno izvesti, saj ni prišlo do 
pomnoţitve negativnih kontrol, ki so ključne za izračun ekspresije z metodo po Pfafflu. 
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4 DISKUSIJA 
 
V zadnjem desetletju so bile regulatorne celice T spoznane kot ključen faktor regulacije 
imunskega odziva. Poleg ohranjanja imunske tolerance in preprečevanja avtoimunskih odzivov 
imajo pomembno vlogo tudi pri uspešnosti presaditve organov. Ravno odsotnost TREG je v 
večini primerov odgovorno za nastanek avtoimunskih stanj. Študije so potrdile, da lahko z 
vnosom TREG v pacienta, stanje izboljšamo (Sakaguchi in sod., 2008). Zaradi slednjega se zadnje 
čase veliko truda vlaga v razvijanje metod reprogramiranja konvencionalnih celic T v 
regulatorne celice T in vitro. Za ta namen kaţe velik potencial vnos FOXP3, ki je ključen za 
diferenciacijo nTREG in velja za glavnega transkripcijskega regulatorja TREG. Čeprav FOXP3 
velja za ključnega v diferenciaciji in esencialnega za supresivno funkcijo TREG, pa se njegova 
pomembnost z dodatnimi raziskavami spreminja. Fu in Ohkura sta v ločenih študijah dokazala, 
da je za stabilno diferenciacijo regulatornih celic T poleg aktivacije ekspresije FOXP3 potrebna 
še aktivacija ekspresije določenih drugih genov oz. hipometilacija CpG otokov v ohranjenih 
nekodirajočih regijah. V diplomskem seminarju smo z aktivacijo različnih kombinacij genov 
poskusili vzpostaviti ekspresijski profil TREG v konvencionalnih celicah T. Barnes in sodelavci 
so dokazali, da CTLA4 ni nujen za indukcijo izraţanja FOXP3, je pa njegova ekspresija 
povezana s povečanim izraţanjem FOXP3. Podobno so Starska in sodelavci, ob višjih 
koncentracijah mRNA CTLA4, opazili višje koncentracije mRNA FOXP3. Slednje je skladno z 
rezultati pridobljenimi tekom eksperimenta, saj je kombinacija aktivacije FOXP3 in CTLA4 
dosegla najvišjo ekspresijo FOXP3, ki je bila pribliţno 14,5 krat višja od ekspresije v celicah 
kjer smo aktivirali samo FOXP3. Podobno je kostimulacija FOXP3 in EOS dosegla višjo 
ekspresijo FOXP3 v primerjavi s celicami, kjer smo stimulirali le FOXP3. Kostimulativno 
delovanje EOS na ekspresijo FOXP3 trenutno še ni pojasnjeno in lahko sklepamo na njegovo 
posredno stimulacijo gena, ki ima vpliv na ekspresijo FOXP3. Zanimivo pa je kostimulacija 
FOXP3, EOS in CTLA4 dosegla manjšo ekspresijo v primerjavi s celicami z aktiviranim 
FOXP3. V literaturi za slednje ni pojasnila, lahko pa sklepamo, da med EOS in CTLA4 pride do 
interakcij, ki negativno vplivajo na izraţanje FOXP3. Skladna z ekspresijo FOXP3 je ekspresija 
CD25. Višja ekspresija FOXP3 korelira z višjo ekspresijo CD25. Slednje so potrdili tudi 
Fontenot in sodelavci (Fontenot in sod., 2003). Ekspresija CD25 pri kostimulaciji FOXP3, EOS 
in CTLA4 je bila celo niţja od negativne kontrole, kar spet nakazuje na negativen vpliv 
kostimulacije omenjenih genov. Glede na rezultate eksperimenta, stimulacija s plazmidi ni imela 
bistvenega učinka na ekspresijo CD4 oz. je bila ekspresija celo niţja od kontrolne vrednosti. 
Kostimulacija FOXP3, EOS in CTLA4 je podobno kot pri ekspresiji CD25 dosegla nizko 
ekspresijo CD4 iz česar lahko sklepamo, da kostimulacija vpliva na zniţanje ekspresije ostalih 
genov, česar pa v literaturi še niso potrdili. 
 
V diplomskem delu smo dokazali, da z optimizacijo kombinacije plazmidov lahko v celični 
liniji celic T, aktiviramo gene vključene v ekspresijski profil TREG. Pokazali smo tudi vpliv 
aktiviranih genov na ostale gene in njihovo ekspresijo. Zaradi relativno velikih standardnih 
napak pri dobljenih rezultatih in odsotnosti rezultatov v primeru genov EOS in CTLA4 bi bilo 
smotrno eksperiment ponoviti. Prav tako bi bilo v prihodnosti potrebno dodatno raziskati 
sinergistične povezave med ključnimi geni. Z delom smo pripomogli k boljšemu razumevanje 
sinergističnih interakcij med geni, ki so ključne za stabilno diferenciacijo TCON v TREG. To bi v 
prihodnosti lahko omogočilo razvoj celičnih terapij za avtoimunska in tumorna obolenja. 
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